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　　　Ferritin，　a　major　irQn　storage　prote．in　in　mammalian　cells：，　consists　of　multiple血01ecular　forms
designated　as　isoferritins　and　fashioned　from　two　sets　of　subunits，　H　and　L．　In　iron－loade．d　states，　the
isoferritin　phenotype　alters　to　more　basic　forms、　In　order　to　investigate　the　mechanisms　accounting　for
this　phenotypic　shift，　synthesis　and　turnover　of　liver　isoferritins　were　examined　and　the　following　results
were　obtained，
　　　1．After　long　term　iron　admini．s．tration　i且dose　up　to　10　mg，　the　total　amount　of　ferritin　protein　was
increased　in　a　dose－dependent　manner．　At　a　dQsage　of　20　mg　of　iron，　however，　the　amount　o．f　ferritin
rather　decreased，　sug．gesting　that　extreme　high　iron　concentration　within　the　cell　might　accelerate　the
conversion　Qf　ferritin　to　hemosiderih．　In　addition，　the　iron　content　of　ferritin　and　a　relative　amount　of
the　L－s．ubunit　wer．e　elevated　progressively　with　the　iron　dose．
　　　2．In　normal　rat　liver，　the　main　isoferritin．s　banded　betwen　pI　5．O　and　5．5　by　isoelectric　focusing
technique．　Af．te．r　iron　administra－tion，　isoferritin　phenotypes　showed　a　b．asic　shift．
　　　3．Pulse　labeling　studies　using　3H－leucine　showed　an　illcreased　uptake　of　radioactivity　into　ferritin
protein，　in　particular　into　the　L－subunit　by　iron　administration．
　　　4．To　elucidate　the　contribution　of　the　difEerential　turnover　of　each　isoferritin　to　the　phenotypic
shift，　double　isotope　labeling　of　3H－and　14C－1encine　was　performed，　and　it　was　suggested　that　H－rich
isoferritin　degraded　fas．ter　than　L－rich　i．soferritin，　Nevertheless，　the　H－and　L－subunits　in　individual　iso－
ferritin　appear　to　turnover　at　si血ilar　rate．s，　suggesting　that　varioes　isoferri．tins　are　degraded　as　whole　intact
shells　rather　than　as　an　exchange　of　subnuits，　　　（Received　June　28，1979　and　accepted　July　23，1979）
　　　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　言
　Ferritinは真核細胞．に広く．分布する鉄貯蔵蛋白で，
hemeおよび他の．鉄蛋白合成に鉄を供給することと，生体
に障害作用を及ぼす過剰の．無機イオン．鉄を解毒するという
2つの重要な生理的役割を担っている1）．その構造は，分
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ子量約45万の蛋白殻（外径約130A，内径80　A）が，中心
にFe（OH＞3PO4の形のミセルを包みこんでおり，その関係
はicosahedral　virusにおけるenve．10peと核酸の構造に
似ている．鉄ミセルの量は，生体の鉄貯蔵量によ．り変化し，
ferritin　1分子当り鉄イオンにして4，500分子までの値を
とる2）．蛋白殻から鉄イオンが出入りするのには，酸化還
元．機構が関与しており，蛋白殻の崩壊・集合は必須ではな
い3）．近年Richter　and　Lee4），　Linder　8彦α」．5）により電気
泳動的に異なるferritinの存在が示され，またより高分
解能の等電点電気泳動法により，Urushizaki　6砲Z．6），
Drysdale7）によってferritin蛋白の多様性が．知られるよ
うになった．このこの多様性は，臓器によって各々特徴を
示し，例えばヒトにおいては，肝・脾臓でより塩基性側，
心・腎・膵臓でより酸性側の分布を示している8）．更に
種々の病的状態でこの多様性に変化が生じ，鉄過剰症患
者では9），心および膵臓の．isoferritinの分布がより塩基
性側の肝臓型分布へと移行し，逆に原発性肝癌1。）や他の
颯瘍細胞11）で，より酸性側の分布への移行がみられてい
る．
　馬脾ferritinを用いたX線解析の結果から12），　ferritin
蛋白は24個の均一なsubunitからなることが示されたが，
Adelman　8砿Z．13）渡辺・新津14）は，　SDS電．気泳動による
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544 高後一イソフェリチンの舎成と代謝回転 ‡L唖晃医誌　1979
ferritin　subunitの分析から，大小2つのsubunitから
なるheteropolymerとして考え得ることを示した．今回
ラットを用いて，組織isoferritin　pro丘1eの変化について，
鉄投与による両subunitの合成速度の違い，および同一組
織内の個々のisoferritinの代謝回転の違いの面から検討
を加え，isoferritinの生物学的意義について興味ある結果
を得たので報告する。
2　材料および方法
　2・1動物＝体重150－2009のSprague－Dawley系雄
ラット（Charles　River　Co．）を標準食（Rock　Land　Co．）
で飼育し，実験開始16時間前に絶食させた．
　2・2放射性アミノ酸＝New　England　Nuclear社
（Boston）より購入したL一（4，5－3H）leucine（比活性5Ci／
mmole），　L一（4，5－3H）leucine（比活性40－60　Ci／mmole），
およびL一（U－14C）1eucine（比活性2701nCi／mmole）を用
いた．
　2・3鉄剤および放射性アミノ酸の投与方法：鉄は
ferric　ammonium　citrate（J．　T，　Baker　Chemical　Co，）
の形でpH　7．4の0．85傷NaC1中に溶解，1mg／m♂溶液と
し，後述するごとくの量で，腹腔内注射した．対照群には
同一容量の0，85％NaGlを注射した．放射性アミノ酸
（0．01NHCI）は，予め0．！NNaOHで中和し，0．85弩NaC1
で希釈，腹腔内注射に供した．
　2・4蛋白質および非ヘム鉄の定量二蛋白質は牛血清ア
ルブミンを標準として，Lowry法15）により定量した．非
ヘム鉄定量はHi1116）の方法に準じた．
　2・5　ラット肝ferritinの抽出：ラッ1・をエーテル麻
酔下で約30m♂の0．85努NaClで門脈より肝を灌流し，肝
および心臓を摘出した．4倍量の蒸留水を混和，十分ホモ
ジナイズした後，75。C，10分間加熱し，冷却遠心後55弩硫
安飽和で塩析，40Cに16時間放置し，沈澱物を遠心によ
り得た．この粗ferr三tin分画を少量の50　mM　sodium
phosphate　bufEer，　pH　7．4に溶解し，あらかじめ同buffer
で平衡化したSephacryl　S　200（2，5x100　cm）で流速60
m〃h，分画2．5mlでゲル濾過し，　void　volumeにすぐ続
いて溶出されるferritin分画を得た．抽出の最：終段階は，
濃縮したsampleを分取用polyacrylalnide　gel電気泳
動で純化した．即ち0’Farrel117）の方法に準じ，　MRA
社（Florida）のslab　gel電気湖（動装置を用いて，03×10x
14cm，6－22％polyacrylalnide　gradient　gelを作製した．
Stacking　gelは4露acrylamide，　running　gelは6－22％
acrylamide，重合剤として2．7傷N，　Nノーmethylenebisa－
crylamideを使用，　stacking　gel　bu旋rには0．125　M
Tris－HCI，　pH　6．8，　running　bu丘erには0．25　M　Tris一
HCI，　pH　8．8を使用し，20　mgまでの蛋白，容量にして
2m♂までを等量の025　M　Tris－HC1，　pH　6．8，20傷（v／v）
glycero1と混和してstacki且g　gelに重層した．泳動は
100V，20時間おこない，褐色の単一ferritin　bandの部分
を切り出し，18ゲージ注射針を用いて摩砕し，2倍量の0．05
MTris－HCI，　pH　6．8で18－24時間比感混不i：rし，　ferritin
をゲル細片より抽出した．またferriti蛋白のbandが視
覚的に明らかでないときには，ゲルの一部を切り，鉄染色18）
により相当するferritin　bandの局在をきめた．
　2・61soferritin分析：Slab　gel等電点電気泳動法
を用いた．4傷polycrylamideに5勿Ampholineを含む
18x9。5×0．Q75　cmの薄層ゲルを作製した．　Ampholineは
BioLad社のBiolyte　pH　4－6域とpH　5－7域のものを等
量混和して使用した．陽極電解質として10落acetic　acid
陰極電解質として1NNaOHを用い，400　Vにて4－6時
間泳動した．泳動するferritinは，分析用として100μg，
分取を目的とした時は500μgを使用した，泳動後0．05％
（w／v）Coomassie　brilliant　blue　R－250，0．1％（v／w）cupric
sulfate，10傷（v／v）acetic，27傷（v／v）methanolにより染
色，10％ethano1，1096　acetic　acidにより脱色した19）．
　2・7Subunit分析二Ferritinは2．3％（w／v）sodium
dodecyl　sulfate（SDS），5傷（v／v）β一mercaptoethano1，
10傷（w／v）91ycerol中で100。C，10分間加熱し，　subunit
へ分解した．2種のsubunitは，0’Farre11の方法17＞に
従い，4－22％のpolyacrylamide　gradient　ge1により分
離した．20mZのlight　solution（0．375　M　Tris－HCI，　pH
8．8，0．1％SDS）と20　m♂のdense　solution（0．375MTris－
HC1，　pH　8，8，29．2弩acrylamide，0．8弩N，　Nノーmethy－
lenebisacrylamide，0．1％SDS，および75傷glycero1）に
より，10x14×0．15　cmのslab　gel　plate内で濃度勾配ゲ
ルを作製し，stacking　gelとして4．75傷acrylamide，0．！弩
SDS，0．125　M　Tris－HCI，　pH　6．8を重層，　combで試料溝
を作製した．電気泳動は200Vで4－5時間泳動し，泳動指
標色素には0．05％brom　phenol　blueを用いた．泳動後
0．05％（w／v）Coomassie　brillant　blue　R250，0．05傷（v／w）
cupuric　sulfate，12．8％（v／v）acetic　acidおよび25．6％
（v／v）ethanQ1で1611寺間染色，10傷（v／v）acetic　acid，10弩
（v／v） thanol中で脱色した．　Ferritinの2種のsubunit
の量比は，Gilford　mode12401inear　transport付spec．
trophotQmeterで波長580　nmでscanし，その面積比か
ら算出した．
　2・8放射活性の測定：3Hおよび14C標識試料の測定
は，Beckman　Scintillation　Spectrometer　Model　L－230
によった．計測は測定誤差の2standard　deviati・nが5％
以下になるまで続けた．3Hおよび14C同時測定では，本
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機にpresetしてあるexternal　standard　ratioおよび自
動クエンチング補正を用い，測定効率およびspilloverの
程度を算出した．
　2・8・1　総蛋白放射活性の試料作製と測定：総蛋白中の
放射活性は，トリクロル酢酸沈殿法により，濾紙disc
Whatman　3　MM，直径25　mm）上に採取・測定した．即
ちホモジナイズした組織を24，000g×2min遠心し残渣を
除去した後，20μzの上清を濾紙discに添加，室温乾燥の
のち，氷冷下の10％トリク・ル酢酸一100mM　leucine中
で1時間放置，その後5％トリクロル酢酸一100mM　Ieucine
で1回洗篠し，更に同門中で100。C，10分間加熱，冷却後
95％ethano1で濾紙discを2回洗篠し，室温乾燥の後，
0．5m♂のProtoso1（New　England　Nuclear社，　Boston）
および0．05m♂の蒸留水を加え密閉，37。Cで16時間放置
し沈殿物を溶解させ，10m♂のtoluene－1iqu田uor（New
England　Nuclear社）を加えて放射活性を測定した．3Hお
よび14Cの同時測定にはBeck皿an社のpreset－window
casetteを用いた．3Hの計数効率は約20％，14Cのそれは
45箔，14Cの3Hへのspilloverは約8傷であった．
　2・8・2Polyacrylamide　ge1電気泳動後の試料測定；
等電点ゲル電気泳動およびSDSゲル電気泳動により分離
したisoferritinおよびsubunitは，染色後1mm間隔で
ゲルを切り出した後，0．5m♂の30勿過酸化水素で37℃，16
時間放置溶解し，10m♂のAnderson－McClure　cocktai120）
と混和・測定した．3Hの計数効率は約15％，14Cのそれ
は40弩で，14Cの3Hへのspilloverは8％であった．
　2・9長期鉄投与によるisoferritin　phenotypeの変動：
3群のラットにferric　ammonium　citrate溶液を連日
0．2mg，2mg，および4mgを51ヨ門門腔内投与し，対照群
には生理食塩水を注射した．最終日16時間引食後，上述の
ごとくis・ferritinの抽出とその分析をおこなった．
　2・10鉄投与によるferrit三nの合成とsubunitの分析
（3H・1euci甑e　pu！seラベル実験）；2群のラットに体重
100g当り2mgのferric　ammonium　citrateを腹腔内
注射し，3時間および21時間後に200μCiの3H－leucine
を腹腔内注射，2時問後にエーテル麻酔下で肝を摘出，プ
ールした．Ferritinの抽出，　subunit組成の分析および放
射活性の測定はすでに述べたごとくである．
　2・111soferritinの代謝回転とsubunit分析（3H－
leucineおよび14C－leudneによる二重標識実験）：各
isoferritinの代謝回転の異同につぎ検討するため，　Arias
6オ磁21）の方法に準じ，3H一および14C－1eucineによる二
重標識実験をおこなった．そのプロトコールをFig．1に
示す．16時間絶食後一群のラットに体重100g当り2mg
のferric　ammonium　citrateを，対照群には生理食塩水
　　　　　む　　　　ニヨ　　　　　　　　　　　　　　　　フ　フヨ∵1「二遍：「∴・＿＿
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Fig．1　Schematic　presenta亡ion　of　double
　　　　isQtope　labeling．
を腹腔内投与した．鉄投与3時間後，両三とも1匹当り1
mCiの3H－leucineを腹腔内投与した．その65時間後に
再び，鉄投与群には体重100g当り2mgの鉄を，対照群
には生理食塩水を腹腔内投与し，更に3時間後，1匹当り
125μCiの14C－leucineを腹腔内注射した．注射後2時間
で，エーテル麻酔下に個々の肝を摘出，前述した方法によ
り個別にferritinを抽出した，肝ferritinは更にslab
ge1等電点電気泳動によりisQferritinへと分け，各々
のisoferritin放射活性を測定した．同時に分取用に泳
動したgel　focusingから，等電点（pl）によりisoferritin
を切り出し，SDS　sample　bufferによって抽出，加熱処i賭
してsubunitへ分解し，上述したSDS　gradient　pore
ge1で泳動後，各isoferritinのsubunitへの14Cおよ
び3Hの取り込みをみた．
3結　　果
3・1長期鉄投与によるisoferritin　phenotypeの変動
　3・1・1　鉄投与が肝ferritin含量とsubunt組成にお
よぼす影響：ラットに連続5日間ferric　ammonium
citrateを総量0，1，10および20　mg投与し，抽出した
ferritinにつき1g当りのferritin含量：，非ヘム鉄および
2種subunit組成につき検討した．　Table　1に示すよう
に，肝ferτitinは鉄投与の増量に従い，1．8倍・3倍および
1．8倍の増加を示し，非ヘム鉄も4倍・8．5倍・8．4倍と増量：
ferritin　she11への鉄の取り込み増加を示した．　SDSゲル
電気泳動による分析では，長期鉄投与によりferritinの絶
対量のみならず，subunit組成も変化している．すなわち
対照群においては 一およびL－subunitの量比は等量であ
るが，投与した鉄の増量に伴いL－subunitの相対的量比
が50％から71箔にまで増加している．
　3・1・2鉄投与によるisoferritia　phenotypeの変動：
鉄投与によるisoferritin　phenQtypeの変動をslab　ge1等
電点電気泳動にて調べた結果をFig．2に示す．正常ラッ
ト肝ferritinでは，主たるisoferritinはpl　5．0より5．5
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Total　Iron
　Dose
　Ferritih
　Protein
（μ9／91iver）
Non－heme
　Iron（μ9／g　liver）
　Iron　　　　X100Protein
Subullit　Composition
H－sul）unit　工，一subunit
　（％）　　　（％）
control（A）
1mg　（B）
10・血9　（C〕
201ng　（D）
330
590
990
600
25
100
213
209
7．5
17．1
21．5
35．0
50
40
33
29
50
．55
67
71
9：繕
4．、＝6
．．．T．。o
5．5
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Fig．2　Effect　of　ir6n　administratioロoll　Iiver
　　　　isoferritin　phenotype．
Isoelectric　focusing　Pattern　of　liver　ferritins
from　pooled　rats　after　consecutive　daily　inlec－
tio血s　of　ferric　am皿onium　citrate，　The　totaI
amount　of　iron　was　O　mg（A），1mg（B），10　mg
（C），and　20　mg（D）respectively，
忙分布し，より酸性側の肝isoferritinは，心isoferritin
の塩基性側とoverlapがみられる．更に鉄量の増加に従
い，肝iSQferritinの分布は，より’塩基性側へと移行し
ている．
　3・2鉄投与によるferr量dnの合成とsロbu雌の分析．
（3H標識1eucine　pulseラベル実験）：鉄投与により肝
内ferritin量が増加し，　subunitの変動がみられることは，
前記の実験から明らかとなったが，それらは肝臓内に蓄積
したferritinについての結果であり，真の意味でferritin
の合成をみているわけではない．そこで鉄投与による
ferritinの合成とsubunit組成の変動につき検索するた
め，放射性同位元素標識アミノ酸を用いた取り込み実験を
おこなった．鉄投与3および21時間後に，3H－leucineに
よるferritinのpulse　labelingをおこない．肝ferritin
を抽出，分析した．結果はTable　2に示すように鉄投与
後のferritin合成は総蛋白中への3H－leucine取り込みの
うち，0．05傷から0．41傷ないし0．46％へと上昇し，また
subunitへの取り込みをみると，　H一およびL－subunit両
者ともその増加を示しているが，後者へのとりこみが前者
のそれの2－3倍多くなっている．
　3・31soferr温nのtumoverとsubu電量tの分析（3H・
および14C－1eUcineによる二重標識実験）：鉄投与による
ferritinの増加およびisoferritinの分布の変動を代謝回
Table　2　E換‘孟げ乃傅。πα伽癖5彦7u孟加。π．抱溺珈型η彦ん85ガ5．丁測・9’りψ3
　　　　　げ4ηz渉∫測67’8♂糊セ。’β4τ晦ぬ2フπ9∫ア’o箆，‘o漉7η♂∫プθc8加力zg　5α疏η乱
　　　　　・4’3βη42エ乃7・ψθフー液）ππ417万厩5≠ノγ漉。ηz鵬5魚ゐ詔84勿π
　　　　　3加gZ8ゴ御嘘漉。πげ3H」♂8麗6∫π8．五8肥♂∫（ゾ∫ア’漉πηzfηノ診1γ漉η碗4
　　　　　ガ彦∫5爵襯ガオ5α2で8⑳プθ55θ4α5％（ゾ疏6オ。オαZ7℃ムρプθoψ吻うZ8
　　　　　ω観孟3加Z加θrρフη’8ガη
Time　after　Iron　　Ferritin　Protein　Ferritin　Synthesis　　H－subunit
adlninistration（h）　　　　（μ9／g　liver）　　　　（％　total　incorp．）　　　（％　tQtal　Inc．〉
　レsubunit
（％　to al　inc，）
control
　3
　21
239
290
840
0，05
0．41
0．46
0．02
0．07
0．10
0．03
0．34
0β6
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転（turnover）の面から調べた．方法はArias　8’鳳21）に
準じ，3H一および14C－leucineの二重標識法にもとづいた．
その原理は，鉄投与後ferritinを3H－leucineでpuls
labe1した後，一定期間をおいて14C－1eucineで再標識し，
ferritin蛋白の3Hと14Cを同時に測定すると，3H・leucine
および14C－1eucineの測定値は，理論上それぞれ，ある程度
turnoverしたferritin値と，原点でのferrtin合成の値
を反映することから，14Cと3Hの比をとることにより，個
々のisoferritinのturnoverの速度の違いを相対的に知
ろうとするものである．この方法は，比較するisoferritin
のアミノ酸が同一のプールから供給されると考えられ，
異なったラッ1・を経時的に用いた際．に生ずるisotope
uptakeのバ．うつきや，アミノ酸プールのrecycringにつ
いての補正を必要としない利点がある．
3・3・1　ラット肝isoferritinのsubunt組成：まず二
重標識に用いたラット肝よりferritinを抽出し，各iso－
ferritinのsubunit組成につき検討．した．　Table　3に示
すように，異なったラット肝より抽出した各isoferritinは
比較的同一のsubunit組成をもち，　H一およびL－subunit
の変化はplの変化に一致．していた．これらのisoferritin
のsubunit比をferritinを形成する24個のsubunitに
あてはめると，L13H11からL17H7までの分布を示すことに
なる．
　3・3・23H・1eucineおよび14C－1eudneの蛋白への取り
．込み：総蛋白放射活性に対するferritinへの3H－leucine
（長期ラベル）および14C－leucine（短期ラベル）の取り込み
をくらべた場合，Table　4に示すように対照．群では，とも
に0．13弩前後であったものが，鉄投与をおこ．なうと，それ
ぞれ0．64弩±0．2，L20％±0．27と明らかに増加していた．
しかしその増加の程度は，前者が後者の約1／2であり，鉄投
Tabe13　5⑳観露60吻。∫蕩。ηげフη孟Z加8rゼ5（漉プ7・＃∫η∫，抽η・漉π3ノ｝層。ηz　5
　　　　　プα’♂功87「∫測θ7θρ麗rφ643ゆαπ吻ら1απ4〃Zθ〃ゴ5のセァ7鹿力ZCO勿0一
　　　　　ηθ雇∫脚θプθプθ∫0あ84の96Z∫50θZ8‘彦擁6／b梛5勿9αη4　frα6孟foηαオθ4
　　　　　∫π‘o読6か5πろ吻露5〃ySZ）896」8Z8ψ・q助07θ5ゴ＆　3渉α勿84脚励
　　　　　ωo彫α∬ガ8う伽8αη4漉87－8彪孟勿θ7窃∫oη（ゾH」αηdL－5葡㈱ゴ’5脚87θ
　　　　　θ5オ加α孟84の46π5～孟。加θ∫r∫050α綱∫η移　R65κ1’5τびθプ8θ⑫紹∬詔α∫
　　　　　彿6απ　士5．E，
Isoferritin
　　pI H（％） L（％） Shell　co．mpositio．n
5．0
5．1
5．2
5．．4
45．8±2．2
43．6±6．3
36．2±6．1
32．6±8．4
54．2±　2．2
55，8±　5．2
65．8±10．2
69．4±16．1
L13Hll
L14Hlo
Lエ6H8
L17H7
Table　4　E挽6’げ加ηoηH一観4ゐ一5πう観露騨ぬ85ガ5．0η8筋伽げ
　　　　　ゐ励Z6如ゐ61勿9θ⑫8r伽8π鵡　η乞8‘0η孟m♂9ア0ψ‘0η如加843
　　　　　7一鷹5，〃。η9π）ψ47窃＆　R85ガ彦∫割θプθ9加θηα5刀躍αη　±εE．
　　　　　ゐ8u8Z∫げ3Hαη414Cカz．海r7’漉η僻4∫’∫5配伽疵彦∫脚8r88ゆγ8∬84
　　　　　α∫％げ疏8オ。孟αZco％漉ゴηTC丑1ウ7闇θ6ψ伽6♂8　Z加8rρ2て）’β勿∫
Contro1 Iron
　Ferritin　Protein（mg／g　liver）
　HIL　composion
3H　i且corporation
　Ferritin（％total　incorp．）
　H－subunit（％　total　incorp．）
　L－subunit（％total　incorp，）
14C　incorPoration
Ferritin（％tota1　Incorp．）
H－subunit（％　total　incorp．）
L－subunit（％total　incorp．）
0．22±0．03
42±2／58±2
0．13±0．04
0．04
0．09
0．13±0．09
0．04
0．09
1．16±0．58
36±5／65±5
0．64±：0．20
0ユ2
0．52
1．20±0．27
0．20
1。00
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与による細胞内鉄含量の増加が，何らかの過程でferritin
の代謝回転を進めたと考えられる．次に各subunitへの
取り込みを比較すると，3H－leucineおよび14C－1eucineは
ともに対照群でH－subunitにくらべL－subunitへの取り
込みが約2倍で，鉄投与前にすでにL－subunitの合成が
優位であることを示しているが，鉄投与群では更にそれが
明らかとなり，L－sμbunitの合成がより選択的に刺激され
る可能性が考えられた．また鉄投与時にH一およびL－
subunitに取り込まれた3H－1eucineの比（0．12／0．52）と
14C－1eucineのそれ（0．20／！．00）とは差がなく，H一または
し－subunitの選択的なturnoverはみとめられなかった・
　3・3・3肝畳soferritinのturnover＝抽出・分離した
isoferritinにつき14C（dpm）／3H（dp皿）比をとったのが
Table　5である．各々の肝ferritinでPIの変化に伴い，
著明な14C／3H比．の段階的変化が認められる．全例におい
て，より酸性側のisoferritinの14C／3H比が最大で，塩基
性側に向うに従い減少を示している．つまり，より酸性側
の肝isQferritinが，　より塩基性側の肝isoferritipに比
較して代謝回転が速いと言える．より酸性側のisoferritin
のsubunit組成の比は，　L13HI1，　L14H1。であり，両subunit
の比は近似している，（逆に最も塩基性側のsμbunit組成
はL17H7とし－subunitが優位である）．またこのpl　5．0，
5．1のisoferritinは肝isoferritin　spectrum内でmain
c。mponentであり，従って，これ．らのisoferritinの
turnoverが尤進ずるということは，全体のferritinの
turnoverからみた場合，　H－subunitとL－subunitがほぼ
同程度に分解されているという前項で述べた結論と矛盾し
ない．
　3・3・4各isoferritinのH・およびL－subu戯itの代謝
回転の相違＝上述した各isoferritinの代謝回転の相違
を，各is。ferritinのs曲unitの上で検討するため，分画
採取したisoferritinをSDS電気泳動により．H一および
L－subunitに分離し，その14C／3H比をL－subunitの14C／
3H比を100としてH－subunitのL4C／3H比の割合をみた．
その結果，Table　6に示すように各isoferritinは，ほぼ
70－！20の値をとり，両．subunitのturnoverの差はiso－
ferritin間のplによる差にくらべ，極めて小さいもので
あった．つまり同一のferritin　shell内での両subunitの
代謝回転の差は，ほとんどないことを意味している．
Taも1e　5　Mc孟αゐoZゼ。　d：1漉’℃πCG（ゾ」∫∫（旅所鋤∫」Tん。伽β？鵜ノ。ザ歪5（ザ乙η露朗∫
　　　　　カzオh8♂此181噂プラリノノ多6αcんρプ6　7rαオ5（2　controls　and　4　iron　loaded）
　　　　　τ鯉7一βフ’850ん84の8冨ガ∫08♂8C診1ゴCプ∂6π3初息　丁ん87で♂αオ加8αηZO泓漉3
　　　　　げ14Cα雇3Hρフ・85傭加θα6庖∫（吻・7・伽τσ81で。伽伽46ツ4認
　　　　　CO財彫勉9ψ87・6鋭㍑‘診ガ0ηカ・0駕漉88・紘　3αηゆ♂85　fη読ごα∫84一んα4
　　　　　♂8∬漁αη100のノ1zfπ8ガ彦んθノーゴ∫o‘（ψ8．
Isoferritin
　　pI 1
Contro1
2 1 2
Iron
3 4
5．0
5，1
5．2
5．4
5．5
0．408
0．227
0，211
Q．104
0．069
0．270
0．！．78
0．045
0．57！
0．595
0．439
0．248
0．143
1．032
0．852、
0．760
0．．579
0．191
4．367
1．222
0．8．81
0．215
0．076
14．961
5．717
4．435
1．105
0．145
Table　6　R♂α”こ，814C／3Hプα言～ρ∫ガ〃∫：1一‘〃z4　L’5πゐ枷μ5げ7「α♂砒18「f50閣
　　　　　ノ診77一漉ノz∫．　η註8〃3妙01一∫5φ診1ア漉π5加αωπ彦アηZ（1）αη43ゴ7ηπ
　　　　　Zoαdθ4伽θノw（2－4）測87・84δ30ぐガα詑4～鷹。オ1～8～プH．αη4　L一∫3‘ろ繊ゴォ∫．
　　　　　Tんβア窃ズ0カZ6α‘3んH・∫猷ゐ耀～差1薦3ろθ8’Z　60〃ψαノー64’0擁α彦∫〃診加
　　　　　ω7ワでψo／z4～η89五一耀ろ躍zπα〃48⑫7「8∫584α51－61α’左，8％
Isoferritin
　　pI
Control
　1 2
Iron
3 4
　　5．0
　　5ユ
　　5，4
　　55
Mea耳±S．　E，
　70
　8．2
　75
　65
78±12
　87
　84
　96
　90
91±6
　79
102
103
　67
85±17
138
114
86
105±27
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4考　　按
　哺乳動物の臓器より抽出したferriti且が，各種臓器，疾
患においてpQlyacryla皿ide　disc電気泳動4・5）イオン交換
ク．ロマトグラフィー，更に等電点電気泳動6・7）上，種々の不
均一な分布を呈することが知られている．すでに1971年
にUrushizaki　8如乙6）が、馬丁およびラット肝ferritinの
カラム等電点電気泳動法によるmicroheterogeneityを記
載して以来，Powell　8彦α乙9），　Alpert　6’α♂．10）により，ヒト
の鉄過剰症（haemochromatosis）の肝・心・腎臓および肝
癌・HeLa細胞から抽出したferritinが，正常の肝・心・腎
臓のferritinに比較して，等電点電気泳動上異なる分布を
示し，その病因的意義が注目されている．このようなfer－
ritinのmicroheterogeneityを説明するために，最近
Adelman　6’鳳13）および渡辺ら22）は，　acid　urea　ge1電気
泳動およびSDS　gradient　pore　ge1電気泳動によるfer－
ritin　subunitの分析から，基本的に2つのsubunit（分子
量約22，000のH－subunitと分子量約20，000のL－subunit）
を見出し，その量比の違いによってferritinの多様性を説
明づけている，更に渡辺・新津14）は，実験的にWistar系
ラッ1・を用いて，鉄過剰ラット，貧血ラット，3’一Me－DAB
肝癌ラ．ッ，トを作製し，その肝・心におけるisoferritin
pro丘leを調べ，ヒトの場合と同様の現象を確かめ，　subunit
の分析から，isoferritinの分布の変異が2種のsubunit
の組成の変化によるものとした．しかしferritin　subunit
の合成，shell　assembly，分解の過程での機序は未だに不
明であるといわざるをえない．そこで著者は，本研究にお
いて，ラットに長期に鉄を投与し，肝臓からferritinを抽
出，分析したところ，Table　1に示したように，投与した
鉄量に応じて肝内の生成・蓄積されたferritin量の増加
をみた．加えてSDS電気泳動によるsubunit組成の検
討では，L－subunitの相対的増加が認められ，鉄投与によ
るferritin蛋白の合成誘導23），　L－subunitの増加24）が裏
付けられた．同時にferritin内の鉄含量：の増加も認めら
れ，過剰の鉄イオンはferritin蛋白内に隔離安定化され
ると考えられる．しかしながらTable！に示すように，
20mg鉄投与肝では，10　mg鉄投与肝より肝内ferritin
蛋白量が減少し，鉄過剰時においては，ferritin蛋白合成
の促進と鉄イオンのferritin　shellへの取り込みが増加す
る一方，ferritinからhemosiderinへの移行が高まる可
能性が示唆された。等電点分画法によるisoferritinの分
析では，加えた鉄量に従い，より塩基性側にiSQferritinの
balldが出現，　isoferritin　profileは，酸性側より塩基性
側へshiftした．更に，3H－1eucineのpulseラベル実験
により，鉄はtota1のferritin合成を増加させ，　H一およ
びL－subunitともに総蛋白当りの合成率の増加をみたが，
L－subunitへの取り込みがより昇進していた，このことは，
鉄によるferritin蛋白のde　novo合成が，　L－subunitでよ
り選択的に高まることが予想されるが，同時にL－subunit
が鉄の存在下で，よりferritin　shellへ集合し易くなる可
能性もあげられる．
　さらに，生成されたisoferritinの代謝回転の差が，結
果的にisoferritin　pro丘leの変化に寄与することが考慮さ
れた．そこで3H－1eucineと14C－leucineを用いた二重標
識法により，同一個体での各isoferritinの代謝回転の速
度を比較検討した結果，ラット肝isoferritinの中では，
より酸性側のisoferritinがより塩基性側のisoferritin
に較べて代謝回転が速いことを知った．さらに，同一isO－
ferritin分子の中で，　H一およびL－subunitの代謝回転の
差がきわめて小さいのに対し，各isoferritin間での代謝
回転の差が著明で，細胞内でのisoferritin代謝回転の単
位が，各isoferritin分子であり，ferritin　shell内のH一
およびL－subunitの交換反応の形で代謝が起こるのでな
いことがわかった．この点は細胞内での蛋白質のdegra－
datiQnの機構・単位を考える上で，きわめて興味ある問題
であり，乳酸脱水素酵素（LDH）のようなmultimeric
proteinでは，構成するsubunit間の結合定数が高く，む
しろshe11として代謝され25），逆にラットribosomeで
は，s bunitの交換反応がかなり高頻度に起っているとさ
れている26）．Ferritinの野合には，本研究における二重標
識実験の結果からも，1度she11が形成された場合に，
subunit相互の結合がきわめて強固と考えられ，むしろ
LDH分子のようなdegradationの仕方をとると言える．
Schimke27＞は，一般的に分子量の大きな蛋白質は，小さな
それより，代謝回転が速い傾向を認めているが，本研究に
おけるisoferritin間の代謝回転の差が，　subunit組成の
差にして僅かL13H11からL17H7の間で，またplの差に
して5．0から5，5という比較的小さな差を細胞が認識，
degradati・nの差を生じさせることは，単に分子量の差か
ら促えられず，むしろ表面電荷の僅かの差やisoferritin
蛋白のconformationの僅かの差がdegradationに対す
るsusceptabilityに影響を与えていると考えられる．こ
のことは，Sepharose　6Bによるゲル濾過の心ferritin
（H－rich　isoferritin）と肝ferritinのelution　patternの
違い14）や，円偏光2色性による胎盤ferritin（H－rich
isoferrition）と肝ferritinのspectrumの差28）や，心
ferritinと肝ferritinの免疫原性の差異14，29）とも関連ず
けられ う．しかしながら，今後肝isoferritin自体で実
際に（1）見かけのstokes　radiusが異なるか，（2）円偏光2
色性のpatternの違いがあるかどうか，（3）免疫原性の違
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いが認められるか，および（4）勿η伽。で蛋白分解酵素に
よるsusceptabilityが異なるかどうかなど，解決されなけ
れぽならない点が多くある．
　次に細胞内鉄イオンがferritinの安定化に影響を与え
るか否かが問題である．Granick30）Mazur　6彦αZ．13）は，
鉄がferritinの安定化を促すと報告しているが，近年それ
に対する反論も生じてきている．本研究では，鉄投与によ
る細胞内ferritin含量の増加は，むしろferritinの見か
けのdegradation充進を伴っていた．更に鉄投与による
等電点ゲル電気泳動のisoferritin　pro丘leのより塩基性側
へのshiftと，2重標識法によるisoferritinのturnover
の違いを考慮に入れると，細胞内鉄量の増加は，勿切oo
でのferritin合成を促進するが，同時に，より酸性側の
isoferritinのturnoverが速く，より塩基性側のiso－
ferritinが安定化している可能性を考えれば，結果的には，
財投予後の見かけ上のtotal　ferritinのdegradationの
尤進と，isoferritin　pro且1eの塩基性側へのshiftを理解
し得よう．更に，ferritinは，そのdegradationの過程と
して，hemosiderinへの移行が考えられており，臨床的
にも，鉄過剰症の患者の臓器で，多量のhemosiderinの
沈着が認められ32），isoferritinのいずれのpopulationが，
鉄過剰状態でhemosiderinへの移行し易いのか，興味あ
る点である．
　最後に，isoferritinの生物学的意義につき，本研究の結
果を含めて考察を加えてみたい．最近WagstaH　6砒ム33）
は，ヒト肝ferritinから化学的に鉄をキレートして
apoferritinを作製，　isoapoferritinとして分画し，そのpI
と鉄の取り込みとの関係を調べ，より酸性側のisoferritin
が，より塩基性側のisoferritinにくらべ，より効率よく
鉄をとり込むことを示した．このplによるisoferritinの
鉄取り込み能の差は，H一とL－subunit組成の変化に荷合
すると言える，更にBomfQrd　8彦α乙34）をまヒト肝および脾
ferritinを庶糖密度勾配遠心法により鉄含量の差から分画
し，よりacidicなisoferritinがよりbasicなisoferritin
より鉄含量：およびH－subunit含量が多いことを見い出し
た．教室のIshitani麗砿35）は，馬脾ferritinの鉄含量
の分析で，H－subunit優位のisoferritin（馬脾では塩基性
側）の鉄含量が多いことを報告している．このように明ら
かになってきたisoferritinの鉄イオンの出入りに関する
新知見と，isoferritin蛋白の代謝回転の差に関する本研究
とは，isoferritinの生物学的意義を考える上で興味深いつ
ながりを持つものと言える．つまり，鉄イオンのferritin
shellへの出入りが，蛋白殻白房の崩壊を必要としない事
実3）と考え合わせ，代謝上よりactiveであるH－subunit
の優位なisoferritinが，細胞内のhomo910bin合成など
の鉄イオンの需要に速やかに対応し，代謝上より安定なL－
subuni亡の優位な三soferritinが鉄イオンの解毒と長期の
鉄貯蔵に関係しているという仮説を提唱できよう．この概
念は，1969年に記載されたGabuzda　and　Pearson36）の
骨髄でのanabolicとcatabolic　ferritinの存在を再び想
起させるものであり，近年ferritinがtransferritin鉄を
直接受けとるという報告37）や，ferritinが細胞内鉄輸送に
重要な役割を果すという考え38）と合わせて，単なる鉄貯蔵
蛋白としてみなされてきたferritinが，単に生体内余剰鉄
の貯蔵にのみあるのでなく，isoferritinが鉄代謝により能
動的に働らいていると考えられる，
5結　　語
　ラット肝を用いて，加加ηoにおけるisoferritinの合成
と代謝回転につき検討し，次の結果を得た．
　1．長期鉄投与により，ラット肝ferritin含量は，鉄投
与：量10mgで最：大に達し，20　mgではむしろ減少を示し
ferritinからhemosiderinへの移行を示珍した、また
ferritin蛋白内の鉄含量およびferritin蛋白．のし－subunit
の相対組成は，投与した鉄量に応’じて増加した．
　2．等電点電気泳動法によるisoferritin　phenotypeの
分析では，長期鉄投与により，塩基性側への移動がみられ
た．
　3、3H－1eucineを用いたpulse　labe1で，鉄投与によ
りferritin蛋白の合成充進が認められ，　L－subunitへの
3Hの取り込みがH－subun1tへのそれより著しく，鉄投与
によるL－subunitのperferential　synthesisカミうかがわ
れた．
　4．3H－leucineおよび14C－leucineによる2重標識実
験で，各isoferritinのturnoverの違いをみた結：果，酸
性側のisoferritinのturnoverが塩基性側のそれより速
かった．
　5．合成されたferritinのturnover主たる単位は，各
soferritin分子自体であり，　freeのsubunitとの交換反
応によるものではなかった．
　以上の成績にもとづいて，肝ferritinのmicrohetero－
geneityと応当幾時のisoferritin　pro丘1eの変化および
その生物学的意義について，考察を加えた．
　尚，本研究のうち，2重標識実験は，Tufts大学医学部
生化学教室留学中におこなわれたものである．
　稿を終るに臨み，御指導・御校閲下さった本学癌研内科
漆崎一朗教授，新津洋司郎講師，Tufts大学医学部生化学
James　W．　Drysdale教授1こ深謝いたしますととも1こ，協
同実験者の横田稔博士に感謝いたします．
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